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Abstract: Technological development for environmental preservation is a subject of 
pressing need in the 21st century. The aim of this research is to develop a basic technology 
for environmental preservation using phototrophic prokaryotes. 
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た。最近、窒素固定細菌 Azotobacter vinelandii や




てきた。A. vinelandii や E. coli などでは、これら
のアッセンブリーファクターをコードする遺伝子が







過程を明らかにするために、C. tepidum の IscS と
IscU の大腸菌内での発現系を構築し、次のような結
果を得た。 
 C. tepidum の iscS を His-Tag が付加する形で発
現ベクターpET23b ベクターにクローニングし、大
腸菌株 BLR(DE3)pLysS 内に導入した。標準的な条
件 (1 mM IPTG、25℃、5 時間) で誘導したところ、
目的タンパクはすべて不溶性画分に封入体を形成し
てしまった。そこで発現条件を検討し、より緩やか
な発現条件 (10 μM IPTG、14℃、5 時間) で、目的
タンパク質を可溶性画分に発現させることができた。
His-Tag を利用したアフィニティークロマトグラ





溶出されたタンパク質画分を直ちに pH 9.0 の緩衝
液に対して透析を行うことで色の変化も起こらず沈
殿も見られなかった。これは、アフィニティークロ
マトグラフィーを行う際の pH が 8.0 であり、この
pH では IscS が容易に変性してしまうことを示唆し




かを調べた。再構成前には 450 nm 付近に見られた
吸収ピークが再構成後には PLP に特徴的な約 400 
nm 付近にシフトした。これは PLP が IscS に結合
し、再構成されたことを示唆する。 
次に、C. tepidum の iscU (CT1994) を 発現ベク
ターpET-23b にクローニングして IscU 大量発現
系（pET-23b::iscU）を作製した。pET- 23b::iscU を
導入した BLR(DE3)pLysS は Abs 600 = 0.5 になる
まで振盪培養し、最終濃度 1 mM の IPTG を加え
20℃、120 rpm で 5 時間振盪した。菌体は 0.1 M 
Tris-HCl( pH 8.0) / 1 mM DTT に懸濁し、超音波破
砕装置を用い 50 W で破砕した。粗抽出液は 55℃、
30 分間熱処理し、硫酸アンモニウム（硫安）分画
法により粗精製し、Ether-トヨパール 650M（Tosoh）、
DEAE-トヨパール 650M（Tosoh）及び Mono Q 5/50 
GL（Amersham Biosciences）カラムを用い精製し
た 。 Ether- ト ヨ パ ー ル カ ラ ム は 20 mM 
Tris-HCl( pH 8.0) / 1 mM DTT / 1.5 M (NH4)2SO4 
で、DEAE-トヨパールカラム と Mono Q カラムは
20 mM Tris-HCl( pH 8.0) / 1 mM DTT で平衡化し、
それぞれ (NH4)2 SO4 と NaCl の直線的濃度勾配
でタンパク質を溶出した。Mono Q カラムを用いた
精製には  ÄKTA FPLC システム（Amersham 
Biosciences）を使用した。ESR スペクトルの測定は
ESR 装置 (E500-10/12、Bruker Biospin) を用いた。
pET- 23b::iscU を導入した  BLR(DE3)pLysS は
Abs 600 = 0.5 になるまで振盪培養し、最終濃度 1 




理し、遠心分離して回収した上清に対し 35 - 50% 
飽和の硫安で分画し目的タンパク質を含む沈殿を得
た。回収した沈殿は 20 mM Tris-HCl (pH 8.0) / 1 
mM DTT / 1.5 M (NH4)2SO4 に溶解し、Ether-トヨ
パールカラムに吸着させた。(NH4)2SO4 濃度 1 M 
付近で溶出した目的タンパク質を含む画分を回収し、
硫安濃縮、透析脱塩後に DEAE-トヨパールカラム



























Anabaena PCC 7120 野生株と hupL 株を親株とし
て、ニトロゲナーゼの活性中心クラスターに配位す
るホモクエン酸の合成酵素遺伝子（nifV）破壊株を
作製した。Anabaena PCC 7120 は、nifV1 と nifV2
の 2 コピー持つため、それらの一方または両方を破









Anabaena PCC 7120 のゲノムライブラリーを作製
し、ニトロゲナーゼ構造遺伝子 nifH, nifD, nifK を
単離し、まず hupL 変異株から nifD 変異株を作製し
た。
 
